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(57) Abstract 

The invention relates to the use of galanthamine and analogs thereof or acidic addition salts thereof in the production of medicaments 
for treating states arising from cenebro-vascular accidents or closed focal craniocerebral traumas or whiplash injuries. 

(57) Zusanimenfassung 

Verwendung von Galanthamin und Analoga desselben oder S&ureadditionssalzen hiervon zum Herstellen von Arzneimitteln fDr die 
Behandlung des Zustandes nach Schlaganfall oder des geschlossenen fokalen Schadel-Him-Traumas oder des Schleudertiaumas. 
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Vf^'rwp*nrfung von Galanthamin nn d Galantiliaminderivatien bei akuten 
fli nKt--ir>nRll en Hirnschaden 

Die Erfindting betrifft die neue Verwendung von Galanthamin und 
5 chemischen Derivaten des Galanthamins oder pharmazeutisch 
annehmbarer Saureadditionsalzes hievon zum Herstellen von 
Arzneimitteln fur die Behandliing des Schadel-Hirn-Traumas ohne 
Fraktur der Schadelkapsel (auch als intrakranielles Trauma 
bezeichnet) sowie des Schlaganfalles (akuter zerebraler In- 
10 suit) - 

Dem Schlaganfall liegt eine plotzliche Abnahme des Blutstromes 
zu einer oder mehreren Hirnregionen zugrunde. Diese kann so- 
wohl durch volligen oder teilweisen VerschluS der versorgenden 

15 Arterie (fokaler ischaemischer Insult, ca. 80% der Falle) als 
auch dufch ZerreiSen eines GefaSes mit anschlieSender Blutung 
im Gehim oder zwischen dem Gehim und den Hirnhauten (hamorr- 
hagischer Insult, ca. 20% der Falle) eintreten. Sinkt die 
Himdurchblutung unter 20 ml pro Minute und 100 Gramm Gewebe, 

20 kommt es zu ersten Funktionsausf alien, die anfangs noch re- 
versibel und in den gunstigsten Fallen selbstlimitierend sind 
(transiente ischamische Attacke, TIA) . Sinkt dieser Wert unter 
5 ml/min/lOOg Gewebe, kommt es zum Untergang von Nervenzellen 
und zur Ausbildung eines Inf arktherdes . Dieser ischamische 

25 Kern ist von einem Halo mit kritischer Minderperfusion (Pen- 
umbra) umgeben, in dem bestimmte neurotoxische Substanzen 
ausgeschuttet werden und wo bei schneller Intervention noch 
Neuronen gerettet werden konnen, wenn die Kaskade der Selcun- 
darsschadensausbreitung unterbrochen werden kann. Fur den 

30 Ausgang eines Zerebralinsultes sind daher akuttherapeutische 
MalSnahmen entscheidend, die in den ersten Minuten bis Stunden 
nach dem Einsetzen der Symptomatik einsetzen mufi. 

Pro Jalir erleiden zwischen 15.000 und 25.000 Osterreicher 
35 einen Schlaganfall, womit dieser der dritthauf igste medizi- 
nische Notfall ist und die haufigste Ursache fur Invaliditat 
im Erwachsenenalter darstellt, Zwei Drittel aller Uberlebenden 
bleiben zeitlebens behindert. 

40 Das akute S chade 1- Hi rn- Trauma hat immer eine exogene Genese in 
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Form einer massiven, mechanischen Einwirkung auf die Schadel- 
kapsel, was eine Verschiebung einzelner Gehirnteile gegenein- 
ander und gegen die knocheme Hiille sowie Quetschungen zur 
Folge hat, auch wenn keine offene Schadelf raktur vorliegt. 
5 Neben der meist auch mit auSerlichen Kopf verletzungen einher- 
gehenden, fokal lokalisieren Form, die meist auf Sturz oder 
Schlag zuruckzuf lihren ist, existiert auch eine diffuse und nur 
neurologisch nachweisbare Form, die durch die Wirkung starker 
Beschleunigungskraf te auf den Kopf versursacht wird (sog. 

10 Schleudertrauma) . Die beira Priraarereignis beschadigten Zellen 
der Gehirnmatrix nehmen verstarkt Wasser und bestimmte lonen 
(vor allem Kalzium) auf, wodurch sich ein Hirnodem mit erhoh- 
tem Innendruck entwickelt . Dadurch sowie durch intrakranielle 
Blutungen werden die BlutgefaSe verengt und in ihrer Funk- 

15 tionsf ahigkeit beeintrachtigt , wodurch es zu ischamischen 
Sekundarschaden kommt . Weitere verzogerte Schaden sind unkon- 
trollierte Freisetzung von Neurotransmittern sowie von neuro- 
toxischen Verbindungen. Somit kann vereinf achend davon ausge- 
gangen werden, daS sich innerhalb einiger Stunden oder Tage 

2 0 nach dem Primarschaden ein klinisches Zustandsbild entwickelt, 

das dem des Schlaganf alles nicht unahnlich ist. 

In medikamentoser Hinsicht wird beim Zustand nach fokalem 
ischaemischen Insult die Reperfusion der betroffenen Gehirn- 
25 region durch Gabe von allgemein gef afierweiternd und metabo- 
lisch stabilisierenden Arzneimitteln (Nootropika) . sowie die 
Herabsetzung der Blutviskositat durch Gerinnungshemmer (Hepa- 
rin) , in jungster Zeit vor allem auch die aktive Auflosung des 
verursachenden Thrombus durch lytische Enzyme (Streptokinase 

3 0 Oder Gewebsplasminogen-Aktivator = tPA) angestrebt . Gerin- 

nungshemmung und Thrombolysetherapie sind jedoch mit erhohtem 
Risiko zerebraler Blutungen verbunden und daher bei hamorr- 
hagischem Insult absolut kontraindiziert , wodurch vor Behand- 
lungsbeginn eine zeitraubende diagnostische Abklarung durch 
35 bildgebende Verfahren erforderlich ist. 

. Nach fokalem Schadel-Hirn - Trauma ist die Behandlung dagegen 
in erster Linie auf die Normal isierung des Schadelinnendruckes 
sowie die Wiederherstellung der Blut-Hirn - Schranke g- 

4 0 erichtet • 
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sowie einige seiner Analoga sind seit vielen Jahren als phar- 
mazeutische Wirkstoffe tnit inhibitorischer Wirkung auf das 
5 synaptische Enzym Acetylcholinesterase bekannt. Galanthamin 
wird daher bei Lahmungserscheinungen im Gefolge von Poliomye- 
litis und bei verschiedenen chronischen Erkrankungen des Ner- 
vensystems pharmakologisch angewandt . Galanthamin und einige 
seiner Derivate werden auch bei der symptomatischen Behandlung 
10 der Alzheimer' schen Krankheit und verwandter Demenzzustande 
eingesetzt. Galanthamin wird auch bei einer Schadigung des 
Nervensystems durch Verletzungen angewandt. 

Galanthamin ist chemisch gesehen ein Alkaloid der Morphin- 
15 gruppe, das aus Schneeglockchen (Galanthus woronowii, G. niva- 
lis usw.) und anderen Araaryllidaceen gewonnen werden kann. 

Neben der Gewinnung von Galanthamin aus pflanz lichen Quellen 
sind in neuerer Zeit auch chemische Syntheseverf ahren fur 

20 Galanthamin und dessen Analoga einschlieElich ihrer Saure- 
additionssalze vorgeschlagen worden, wobei auf die WO 95/27715 
(^0S-PS 5 428 159) und die WO 96/12692 verwiesen sei. Weitere 
Abkommlinge des Galanthamins sowie deren Synthese werden in WO 
96/12692 beschrieben. Die Verwendung von Galanthamin zur Her- 

25 stellung eines Medikaments fiir die Behandlung der Alzheimer - 
Krankheit und verwandter Demenzen ist aus der EP 236 684 Bl 
bekannt, dessen Anwend\ing beim Down- Syndrom, der Myasthenie 
iind verwandter Muskelerkrankungen, bei Kompressionen periphe- 
rer Nerven sowie im Glaukom ist in WO 97/26887 beschrieben. 



30 



Es war jedoch nicht vorherzusehen, daS erf indungsgemaS Arznei- 
mittel, die Galanthamin oder chemische Derivate des Galantha- 
mins Oder Salze derselben enthalten, die im weiter.en Gefolge 
eines Schlaganf alles oder Schadel-Hirn-Traumas einsetzende 
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sekundare Hirnschadigung in erheblichem AusmaS begrenzen kon- 
nen. Dieser Effekt, der sowohl die Intensitat der Schadigung 
als auch die Ausdehnung des Herdes betrifft, scheint von etwa 
gleichzeitig vorhandener Fahigkeit des Galanthamins zur Hem- 
5 mung der Acetylcholinesterase weitgehend unabhangig zu sein. 
Insbesondere ist die Anwendung bei beiden Formen des Schlag- 
anfalles (ischamisch und hamorrhagisch) in der initialen Phase 
unterschiedslos moglich, was eine schnellere Intervention 
ermoglicht . 

10 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Galanthamin, von 
Derivaten oder Analoga des Galanthamins iind von pharmazeutisch 
annehmbaren Saureadditionssalzen hievon, zum Herstellen von 
Arzneimitteln fur 

15 

a) die Behandlung des Zustandes nach Schlaganf all, 

b) die Behandlung des geschlossenen, fokalen Schadel-Hirn- 
Traumas , 

20 

c) die Behandlung des Zustandes nach perinatalem Hirnschaden 
und 

d) die Behandlung nach einer Mange Iversorgung des Gehirns mit 
25 Sauerstoff durch Ersticken, Ertrinken oder Herzversagen. 

Im Rahmen der Erfindung in Betracht gezogene Analoga des Ga- 
lanthamins sind ausgehend von der oben genannten Formel des 
Galanthamins solche Verbindungen, worin die Hydroxylgruppe 

30 durch eine Methoxy- , Athoxy- , nied. Alkanyloxy- (z.B. 
Acetyloxy-) Gruppe ersetzt ist, die Methoxygruppe durch Was- 
serstoff, die Athoxy oder eine nied. Alkanoyloxygruppe (wie 
z.B. Acetyloxy-) ersetzt ist und die am Stickstof f atom sub- 
stituierte Methylgruppe durch andere gerad- oder verzweigtket- 

35 tige niedrige Alkylgruppen, wie Athyl-, Cyclop ropy Imethyl- 
oder Cyclobutylmethyl- , Allyl-, nied. Alkylphenyl- oder sub- 
stituiertes nied. Alkylphenol ersetzt ist, wobei die Substitu- 
enten Fluor, Chlor, Brom, nied. Alkoxy, Hydroxy, Nitro, Ami- 
no-, nied. alkyl oder Acylamino mit 1 bis 5 Kohlenstof f atomen 

4 0 Oder unsubstituiertes und halogensubstituiertes Benzoyl, nied. 
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Alkyl sind, in welchen sich die Substituenten am Phenylring 
befinden, und Verbindungen, worin Wasserstoff atoms in der 
"Ring"-St3ruktur durch Fluor- oder Chlorgruppen ersetzt wurden, 
weisen wahrscheinlich ganz oder teilweise diese Eigenscliaf ten 
5 auf . 



Im Rahmen der Erfindung werden auch Verbindungen der allgemei- 
nen Forme 1 (I) 




Formel (I) 



in Betracht gezogen, wobei 



Ri, Rj entweder gleich oder verschieden sind und 

20 Wasserstoff, F, CI, Br, J, CN, NC, OH, SH, NOj, SO3H, NHj, CF3 
Oder 

eine niedere (Ci-Cg) , gegebenfalls verzwelgte, gegebenfalls 
substituierte (Ar) Alkyl- oder (Ar) Alkyloxygruppe oder 

eine Aminogruppe, die durch ein oder zwei gleiche oder ver- 
schiedene niedere (Ci-Cg) , gegebenfalls verzweigte, gegeben- 
falls substituierte (Ar) Alkyl- oder (Ar) Alkylcarbonyl- oder 
(Ar) Alkyl oxy-carbonylgruppen substituiert ist Oder 

eine COOH, COO (Ar) Alkyl, CONH, CON (Ar) Alkyl Gruppe oder 

- (CH2)„-C1, - (CH2)„-Br, - (CHj^-OH, - (CH2)n-COOH, - (CH2)„-CN, - (CHa)^- 
NC, darstellen, wobei 
35 

R^-Ra auch gemeinsam als -CH=CH-CH=CH- , -O- (CH2) n-0- , mit n=l-3 
definiert sein konnen. 



25 



30 



R3=Ri, insbesondere OH und OCH3, welters 

40 
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R2-R3 gemeinsam: -O- {CH2)n-0- bilden konnen, wobei nsl-B 

R4, Kg: entweder beide Wasserstoff oder wechselweise jede Kom- 
bination von Wasserstoff oder eines {Ar)Alkyl-, (Ar)Alkenyl- 
5 (Ar)Alkinyl- mit 

S-Rs, wobei Rg Wasserstoff oder eine niedere (Ci-Cio) / gegebe- 
nenfalls verzweigte, gegebenfalls substituierte (Ar) Alkylgrup- 
pe ist 

10 

SO-Rs, SO2R8 

OH, 0-Schutzgruppe (wie TMS, TBDMS) , 

15 O-CS-N-Rg (Thioure thane) , 

O-CO-N-R9, wobei R9 die folgenden Bedeutungen hat: 




O-CO-Rg (Ester, Rg siehe oben) , insbesondere auch Ester mit dem 
20 Subs ti tut ionsmuster von Aminosauren, wie 




NH+BOC NH-t-BOC NH+BOC 



weiters: R4, R5=gemeinsam Hydrazone {=N-NH-Rio/ =N-N (R^q/ Rn) , Oxime 
(=N~0-Rii) wobei Rio Wasserstoff, eine niedere (Ci-Cg) / gegeben- 
25 falls verzweigte, gegebenfalls substituierte (Ar)Alkyl- oder 
(Ar ) Alkylcarbonyl - oder (Ar ) Alkylcarbonyloxygruppe sowie 
Sulfonsaure- wie z.B. Tosyl und Mesylgruppe ist xind R^ Wasser- 
stoff, eine niedere (Ci-Cg) , gegebenfalls verzweigte, gegeben- 
falls substituierte (Ar)Alkyl- oder (Ar) Alkylcarbonylgruppe 



PCT/AT98/00291 
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sowie Sulfonsaure- wie z.B. Tosyl- und Mesylgruppe ist. 
sowie substituenten vom Typ: 



H ' H 



5 Y^,y, = O, S. NH Oder N-R.o (dberzahlige Valenzen sind jeweils 



-H) 



wobei fur den Fall. daS R. ^ H darstellt auch OH bzw. fxir 
den Fall daS Rs i H darstellt R. auch OH sein kann. 

G„G.: gemeinsam oder verschieden die Bedeutung haben: 

-C(R.3,Rx.)-. wobei R.3.RX. wasserstoff, OH, eine niedere, gege- 
^elenfalls verzweigte, gegebenfalls substituierte (Ar)Allcyl-, 
15 Aryl,{Ar)Alkyloxy- oder Aryloxygruppe oder gemeinsam e.ne 
Alkylspirogruppe (C3 bis C,-Spiroring) sein konnen. 

Welters und Gj gemeinsam 

,(CH2)m 



•CH 



I 

CH 
\ 



20 mit m = 1 bis 7 darstellt. 

G3: -CHj- Oder =CO darstellt. 

,0 N ir \ - mit p, g = 0-1 darstellt, in 
Rg eine Gruppe -(G4)p - (Gs)q si 

25 der 

G4 folgende Definition erfiillt: 

-(CH,) -,-C(R.s,Rx6)-(CH.).-, mit r=l-6 und R.s,Rxe = Wasserstoff, 
30 niedere, gegebenfalls verzweigte, gegebenfalls substituierte 
(Ar)Alkyl-, Cycloalkyl-, Arylgruppe, 
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Oder -NR 



'IS 




\/ 



(CH^n 



mit s 



= 1-4, 



t 



= 0-4 




5 ,also ein ortho,meta, oder para disubst. Aromat 




, wobei G7=NRi5, O oder S darstellt, 

10 Gg gleich oder verschieden von G4 sein kann und fiir den Fall 
daS p=l ist zusatzlich ~S- darstellt, 

Gg folgende Definition erfiillt: 



Ri7/Ri8#Ri9/ und R20 sind einzeln oder gemeinsam, gleich oder 
xinterschiedlich Wasserstoff, niedere, gegebenfalls verzweigte, 
gegebenfalls substituierte {Ar)Alkyl-, Cycloalkyl-, oder Aryl- 
20 gruppen, wobei R17 und Rig bzw, R^g und R20 gemeinsam eine Cyclo- 
alkylgruppe (RinggroSe 3-8) bilden konnen. 




19 



R20 



15 



mit 
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Ge = O, S, NH, NR21. -(CH2)„-, 

R = CHO, COOR17, Oder ein unsubstituierter, Oder durch eine 
Oder mehrere F. CI, Br, J, NO^. NH,, OH, Alkyl, Alkyloxy, CN, 
5 NC Oder CF,, CHO, COOH, COOAlkyl, SO3H, SH, S-Alkyl-Gruppen 
gleich oder unterschiedlich substituierter (Hetero) Arylrest, 
(mit Heteroaryl insbesondere 2-Pyridyl, 4-Pyridyl, 2-Pyrimidi- 
nyl) Oder 

10 eine Methylgruppe , welche durch 1-3 \ansubstituierte, Oder 
durch ein oder mehrere F, CI, Br, J, NO^, NH^, Alkyl, Alkyloxy, 
CN, NC Oder CF3 Gruppen gleich oder verschieden substituierte 
Phenylgruppe (n) substituiert ist, 

I 

15 Gg kann weiters sein: 



20 
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-CHO, -CONR17 

sine niedrige, gegebenenf alls verzweigte, gegebenenfalls sub- 
stituierte {Ar)Alkyl-, (AR) -Alkenyl- , (AR) Alkinyl- , Cycloal- 
5 kyl-, 

Oder Arylgruppe, 

-O-R17, -NR17R18/ Phthalimido, -CN, oder -NC. 

10 

R7 ist gleich Rg oder stellt -0*-> (N-Oxid) oder ein freies 
Elektronenpaar (e-Paar) dar, wobei Rg und R^ auch einen gemein- 
samen Ring der GroSe 3-8 bilden konnen, und 

[X] nur dann existiert und ein Ion einer pharmakologisch ver- 
15 wendbaren anorganischen und organischen Saure darstellt, wenn 
R5 und Rg vorhanden sind und somit der Stickstoff eine positive 
Ladung tragt. 

Z = N, bzw. fur den Fall, daS Rg und R^ gemeinsam vorhanden 
20 sind und R7 ungleich O" ist. 

Einen Sonderfall der neuen Verbindungen der allgemeinen 
Formel (I)/ sind die Verbindungen der allgemeinen Formel (II) 




(Formel (II) 



wobei die Reste die bei Formel (I) beschriebenen Bedeutungen 
haben. Diese Formel entsteht formal aus Formel (I) , indem die 
Bindung von zum ^Furan" Sauerstoff gebrochen und statt 

dessen von Ci direkt an Z gebildet wird. 

30 

Welters um.faSt die Erfindung die neue, substituierte liber- 
bruckte Basen der allgemeinen Forinel (III) und deren Herstel- 
lung, insbesondere 2, 5-Diazabicyclo [2.2.1] heptane: 
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(Formel III) 



wobei R22 



ein unsubstituierter, oder durch eine oder mehrere F, CI, Br, 
5 J, NO2, NH2, OH, Alkyl, Alkyloxy, CN, NC oder CF3, CHO, COOH, 
COOAlkyl, SO3H, SH, S-Alkyl-Gruppen gleich oder unterschiedlich 
substituierter (Hetero) Arylrest oder 

eine Methylgruppe , welche durch zwei unsubstituierte oder 
10 durch ein oder mehrere F, Cl, Br, J, NO,, NH„ OH, Alkyl, Alky- 
loxy, CN, NC Oder CF3, CHO, COOH, COOAlkyl, SO3H, SH, S -Alkyl - 
Gruppen gleich oder verschieden substituierte Phenylgruppe (n) 
substituiert ist, 

n s. die bei der allgemeinen Formel (I) genannten 
Bedeutungen haben und 

R„ = -(Gs), - (Gjp - G, 

20 wobei G, und die bei der allgemeinen Formel (I) genannten 
Bedeutungen haben und G, definiert ist als: 

wasserstoff. F. Cl, Br, J, OH, O-Ts, 0-Ms. O-Triflat, COOH, 
COCL CHO, -0-Rx,. -NR„R„, Phthalimido, -CN, oder -NC oder 
25 andere fur nukleophile Substitutionen, Addi t ions reakt ionen, 
Kondensationsreaktion etc. geeignete Gruppen. 

Beispiele fur diese Verbindungstypen: 



30 
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Beispid a 




Bei spiel b 



Diese Verbindungen der allgemeinen Formel (III) stellen nicht 
nur pharmazeutisch eine interessante Verbindungklasse dar, 
5 sondern finden auch als Substituenten in einer Vielzahl von 
Grxandkorpern TOiwendung. Beispiele stellen die Verbindungen 105 
bis 109 dar. 



Ubersicht der Verbindungen vom Typ der allgemeinen Formel I: 
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Ebenso im Rahmen der Erfindung in Betracht gezogen sind Ver- 
bindungen der allgemeinen Formel (II) : 




Formel (II) 



die ein Sonderfall der allgemeinen Formel (I) ist . 



Patn 
Nr. 


Chiral 


R, 




»3 


R4 


R5 




DB* 


IC50 


113 


(+/-) 


Br 


H 


CH, 


= 0 




CHj 


ja 


5 


114 


(+/-) 


Br 


H 


CH^ 


OH 


H 


CH, 


ja 




115 


(+/-) 


H 


H 


CHj 


OH 


H 


CH, 




>150 


116 


(+/-) 


Br 


H 


CH, 


OH 


H 


CH, 


nem 


50 



10 * DB = Doppelbindung 

Anm. : "'Chiral." weist in der gesamten Tabelle auf die Chira- 
litat des jeweiligen Eduktes hin. 

15 Galanthamin, ein Analogon oder ein Saureadditionssalze des- 
selben kann in jeder geeigneten, chemischen oder physikali- 
schen Form verabreicht werden. Beispielsweise kann es als das 
Hydrobroraid, Hydrochlorid, Methylsulfat oder Methiodid ver- 
abreicht werden. 

20 

Galanthamin, ein Analogon, ein Derivat oder deren pharmazeu- 
tisch annehmbare Saureadditionssalze konnen einem an Schlag- 
anfall oder Schadel-Hirn - Trauma leidenden Patienten intra- 
venos durch Injektion oder Infusion oder intracerebroventri- 
25 kular mittels eines implantierten Behalters verabreicht wer- 
den. 

Typische Dosierungsraten bei Verabreichung dieser Wirkstoffe 
hangen von der Natur der verwendeten Verbindung ab und liegen 
30 bei intravenoser Applikation im Bereich von 0,1 bis 2,0 mg 
pro Tag und Kilogramm Korpergewicht in Abhangigkeit vom phy- 
sischen Zustand und sonstiger Medikation des Patienten. 

Die folgenden spezifischen Formulierungen konnen bei der Be- 
35 handlung des Zustandes nach Schlaganfall oder Schadel-Hirn - 
Trauma Anwendung finden: 
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Losung zur parenteralen Verabreichung enthaltend 1 mg 
Wirkstof f /ml . 

Fliissige Formulierung zur intracerebroventrikularen Verabrei- 
5 Chung, in einer Konzentration von 1 oder 5 mg Wirkstof f /ml , 

Um die Wirkung von Galanthamin, von Deri vat en und Analoga des 
Galanthamins bei akuten f unktionellen Hirnschaden aufzuzei- 
gen, wurden die Wirkung des Schlaganf alls simulierende Versu- 
10 che ausgefuhrt. 

A) Schutzwirkung gegen apoptotischen Zelltod bei Entzug von 
Nahrstoffen in vitro: 

15 Dieser Versuch wurde an isolierten kortikalen Neuronen von 
neun Tage alten Huhnerembryonen (white lieghorn-Hybrid-Stamm) 
ausgefuhrt . 

Die Versuchssubstanzen waren die nachstehend mit den Struk- 
2 0 turformeln angefuhrten Galanthaminderivate : 
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SPH-1088: 

Strukturf ormel : OH 




N 



10 6H3 
Verbindung aus Beispiel Nr. : - 

SPH-1092: 




Verbindung aus Beispiel Nr. : - 

25 SPH-1096: 

Strukturf ormel : 



30 




Verbindung aus Beispiel Kr. : 69 

35 

SPH-1099 : 
Strukturf ormel : 



40 
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Verbindung aus Beispiel Nr. : 73 



SPH-1107: 
10 Strukturf ormel 



15 




Verbindung aus Beispiel Nr. : 95 



20 SPH-1221: 

Strukturf ormel : 



25 



H3C 




H 



CH, 



Y 

O CH3 



30 



Verbindung aus Beispiel Nr. 

SPH-1241: 
Strukturf ormel : 



35 




4 0 Verbindung aus Beispiel Nr. : 4 
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und 



SPH-1286: 
Strukturf ormel : 



5 




OH 



o 

OH 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



Verbindung aus Beispiel Nr.: 95 

Als interner Standard wurde Galanthamin verwendet. 

Die versuchssubstanzen und der interne Standard (Galanthamin) 
Trden ^o. ersten Tag an aber die gesamte Versuchsdauer von 
acht Tagen verabreicht. 

Die substanzen wurden an zwei ver^chiedenen Tagen a'testet. 

r Tiefun^! Z sub.«nz und Dosierung bereitet . Au£ leder 
X:;ra«: -aen .„ai« be=.i.™te we«e fOr BXindversucbe 

erzeugt . 

Lagerung und Bebruten der befruchteten Eier: 

Einen Tag alte, -befruchtete Eier wurden bei 12 . 0,1°C und 80 

stFeuchtigkeit in einem Inkubator acht Tage lang aufbe- 
la^; Telbryonalen Tag 0 wurden die Kier in einen Bebru- 

■ V K^^or- aeaeben und bis zum embryonalen Tag 8 bei 38 + 

:;n.uXtln der a=b. Tage alten Hflbnere^en wurden so w.e 
in SOP F1505-01 angegeben, zubereitet. 

Als Kulturmedium wurde ein frisch und unter sterilen Bedin- 
^gen bergeetelltes Medium .it folgender ™ense«ung 

Verwendet, 100 .1 ^ .= -^^--^^^"1- wt^i: K»Ibersa- 
eagles medium) mit 1 g Glucose/1, 2* FCS ( 
rum). 0,01% Gentamycin und 2 mM L-Glutamin. 



40 
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Die beschriebenen, kortikalen Neuronenkulturen der Hiihnerem- 
bryonen wurden acht Tage lang in diesem Medium, also unter 
weitgehendem Entzug, des fur das Uberleben notwendigen fota- 
len Kalberserums gehalten. 

5 

Am achten Tag wurde mit Hilfe eines Vitalitatsassay quantita- 
tiv gepriift, ob die Zugabe von Testsubstanzen bei Serumentzug 
den Zelluntergang im Vergleich zu den unbehandelten Kontr- 
ollen reduzieren konnte. Der Vitalitatstest beruht auf der 
10 metabolischen Reduktion von MTT (= ein Chromophor) , eine Sub- 
stanz mit gelber Farbe, zu einem blauen Formazanprodukt durch 
mitochondriale Dehydrogenase. Nur vitale Zellen sind in der 
Lage, diese Reaktion zu katalysieren . Die Vitalitat wurde mit 
einem ELISA-Reader (570 nm) gemessen. 



15 



Die Ergebnisse sind in der nachstehenden Tabelle zusammenge- 
faSt : 



cent -3pM 6.25mm 12. 5pM25wM SOmM tOOpM 200gM 400mM 



Galanthamin€ 0.065 0.065 0.065 0.073 0,074 0.084 0J17 0,156 0.167 

SPH-1068 0.066 0.069 0.072 0»074 0.081 0.107 0.139 0.184 

SPH-1088 0,063 0.067 0.084 0,082 0.105 0.159 0.238 0.242 

SPH-1092 0.069 0.077 0.O83 0,103 0.155 0.235 0.159 0.048 

SPH-1096 0.066 0.067 0.068 0.078 0.081 0.108 0.167 0.224 

SPH.1099 o!o55 0,059 0,059 0,061 0.056 0.059 0.052 0.074 

DMSO 0.057 0,068 0.066 0,064 0.067 0.069 0.077 0.107 



Galartthamin^ 

SPH-1067 

DMSO 



Galanthamin^ 0.065 0,065 0.065 0,073 0,074 0.084 0.117 0,156 0.167 

SPH11C7 0 083 0,152 0.211 0.221 0.158 0.080 0.046 0.044 

SPH-1221 0,061 0,066 0.069 0.070 0,088 0,117 0.157 0,138 

SPH1241 0(^1 0,067 0.071 0.087 0.097 0.114 0.122 0,066 

SPH.12a6 o!o65 0,078 0.092 0.132 0.190 0.205 0,145 0,058 

OMSO 0,067 0.058 0,066 0.064 0,067 0.069 0,Q77 0.107 



0.066 


0.065 


0.065 


0.073 


0.074 


0.084 


0.117 


0.066 


0.069 


0.072 


0,074 


0.081 


0.107 




0.053 


0,067 


0.084 


0,062 


0.105 


0.159 




0.069 


0.077 


0.083 


0.103 


0.155 


0.235 




0.066 


0.067 


0,068 


0.078 


0.081 


0.108 




0.056 


0.059 


0,059 


0.061 


0.056 


0.059 




0.067 


0.068 


0,066 


0.064 


0.067 


0.069 


conl 




6.25mM 


12 5pM25mM 


SOpM 


lOOpM 


0.063 


0.085 


0.066 


0,067 


0.072 


0.086 


0.130 


0,061 


0.063 


0,068 


0.070 


0.080 


0.125 




0,061 


0.064 


0.064 


0.066 


0.069 


0,095 




~3pM 


6.25pM 


l2.5yM 25pM 


SOpM 


lOOpM 


0.065 


0,065 


0.065 


0.073 


0.074 


0.084 


0.117 


0.083 


0.152 


0.211 


0,221 


0,158 


0.080 




0.061 


0.066 


0.069 


0.070 


0,088 


0.117 




0,061 


0.067 


0.071 


0,087 


0.097 


0.114 




0.065 


0,078 


0.092 


0,132 


0,190 


0,205 




0,067 


0.058 


0.O66 


0.064 


0.067 


0.059 
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Diskussion der Ergebnisse: 

Dieser Versuch zeigt, daS zwischen der Hemmwirkung gegen Ace- 
tylcholinesterase und der anti-apoptotischen Wirkung bei Ent- 
5 zug des Nahrstoffes aus der Zellkultur (Simulation eines 
Schlaganf alls) kein unmittelbarer Zusammenhang besteht . Es 
handelt sich also um eine bislang fiir Galanthamin und seine 
Derivate nicht bekannte Wirksamkeit . 

10 Galanthamin erzielt bei einer Konzentration von 0,2 mM eine 
nicht mehr verbesserungsf ahige Schutzwirkung, die ungefahr 
einer Verdopplung der iiberlebenden Zellen entspricht. Das 
Galanthaminderivat SPH-1286 ( (-)N- (3-Piperidinopropyl) -N-de- 
methylgalanthamin hat schon bei 0 , 1 mM eine bessere Wirkung 

15 (Faktor etwa 2,5). Bemerkenswerterweise weist jedoch das sel- 
be Derivat als Racemat {+/-) eine ebenso starke Schutzwirkung 
bei einer Konzentration von nur 0,0125 mM auf, obwohl die 
Choi inesterase- Hemmwirkung dieses Gemisches der beiden Ste- 
reoisomeren nur ein Viertel der beim (-)-Epimeren SPH-1286 

20 beobachteten betragt, Daraus ist zu folgem, daS sich die 

neuroprotektive Wirkung in dem {+)-Epimeren verstarkt zeigt, 
das wiederum eine geringere Cholines terase-Inhibitorwirkung 
auf weist. Ein weiterer Hinweis auf den Unterschied zwischen 
der neuroprotektiven Wirkung (erf indungsgemalS) und esteras- 

25 einhibierender Wirkung besteht darin, daS das als Esteras- 

einhibitor inaktive Epi -Galanthamin ebenso gut neuroprotektiv 
wirkt, wie das natiirliche (-) -Galanthamin. 

B - Hypoxie - Versuch : 

30 

In diesem Versuch wurden Mause in einem kognitiven Testmodell 
('^passive avoidance") trainiert und dann mit Kohlendioxid 
narkotisiert, was durch das Ausbleiben der Sauerstof fversor- 
gung des Gehirns einen Gedachtnisverlust bewirkt. Ziel dieses 
35 Versuches ist es, f estzustellen, ob die erf indungsgemaS in 

Betracht gezogenen Verbindungen in der Lage sind, die Amnesie 
zu verhindern. 

Beschreibung des Hypoxie-Versuches : 

40 
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Gruppen von zehn Mausen. vmrden in der nachstehenden Tabelle 
beschrieben, wobei eine konstante Volumens-Dosierung von 10 
ml/kg mit wechselnden Konzentrationen an getesteter Substanz 
verwendet wurde . 

Gruppe Elektro- CO2 Orale Verab-Dosis 

schock ausgesetzt reichung (mg/kg) 



15 



I 


No 


No 


Saline 




•2 


Yes 


No 


Saline 




3 


Yes 


No 


SPH-1286 


100 


•4 


Yes 


No 


Piracetam 


300 


5 


No 


Yes 


Saiir.e 




6 


Yes 


Yes 


Saline 






Yes 


Yes- 


SPH-I286 


10 


8 


Yes 


Yes 


SPH<1286 


30 


9 


Yes 


Yes 


SPH.I286 


iOO 


]0 


Yes 


Yes 


Piracelam 


300 



20 Versuchstiere : 

Bei dem Versuch warden mannliche Mause des Stammes ICR- CD-I 
mit einem Korpergewicht von 18 bis 22 g und einem Alter von 
etwa 4 Wochen verwendet. 

25 

Die Versuchs substanz wurde jeweils eine Stunde vor dem Acqui- 
sitionsversuch (siehe unten) verabreicht: 

Die Apparatur besteht aus einer 16 x 15 x 15 cm groSen Kammer, 
30 mit opaken Wanden und einem Gitterboden. Ein 4 cm breiter, 
11,5 cm langer erhohter Steg geht von der . einen Seite der 
Kammer aus und.ist beleuchtet. Die Kammer ist dunkel gehalten. 
Eine auf den Steg gesetzte Maus kann die Kammer durch eine 3 x 
3 cm-6ffnung erreichen. tJber den Gitterboden der dunklen Kam- 
35 mer konnen Elektroschocks auf die Beine gegeben werden. 

Ausfuhrung des Versuches : 



Am Tag 1 werden die Tiere trainiert, indem sie auf den Steg 
40 gesetzt werden und die 2eit erfaSt wird (Latenz) , bis sie die 
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dunkle Kammer betreten. Dies wird einmal wiederholt. Nur Tie- 
re, die leicht in die dunkle Kammer eintreten, werden im Ver- 
such verwendet. 

5 Am Tag 2 vmrde das Acquisitionstraining ausgef (ihrt . Die Tiere 
werden auf den Steg gesetzt und Eintrittslatenz erfaEt. Die 
Tiere (ausgenommen die Gruppen 1 und 5) erhalten Elek- 
troschocks, 10 Sekunden nachdem sie in die dunkle Kammer 
gingen. Unmittelbar nach dem Elektroschock vmrden die Tiere 

10 mit Kohlendioxid betaubt (Gruppen 5 bis 10) Oder der Schein- 
Betaubungsbehandlung (Gruppen 1 bis 4) unterzogen. Die Betau- 
bungsbehandlung besteht darin, daS die Mause in eine Kammer, 
die mit CO2 gefiillt war, gegeben wurden bis die Atmung still- 
stand. Die Mause wurden dann durch kunstliche Beatmung wie- 

15 derbelebt. Die Scheinbehandlung erfolgte dadurch, dalS die 
Mause in eine identische Kammer ohne CO2 gegeben wurden. 

Am Tag 3 vmrde die Wirkung der Amnesie gepruft. Die Tiere 
wurden auf den Steg gesetzt und die Eintrittslatenz erfaSt. 

2 0 Tiere, welche innerhalb von 180 sek nicht in die dunkle Kammer 

gingen, wurden vom Steg weggenommen und eine Latenz von mehr 
als 18 0 sek auf gezeichnet . 

Als Substanz fiir die positive Kontrolle wurde Piracetam ver- 
25 wendet. 

Die Testverbinduhgen wurden in 0,5% w/v-Carboxymethylzellulose 
zubereitet, wobei geringere Konzentrationen durch Verdiinnen 
mit 0,5% w/v-Carboxymethylzellulose hergestellt wurden* 

30 

Piracetam wurde in 0,5% w/v-Carboxymethylzellulose in der 
gewiinschten Konzentration zubereitet. 

Die Versuchsergebnisse sind in der nachstehenden Tabelle zu- 

3 5 sammengef aSt : 
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Diskussion des Versuchsergebnisses : 

Im Hypoxia -Mode 11 konnte die Testsubstanz SPH-1286 die Amnesie 
vollstandig verhindem, was bisher fur einen Cholines teras- 
5 eirihibitor noch nicht beschrieben worden ist . 
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Patentanspriiche : 

1. Verwendung von Galanthamin, von Derivaten Oder Analoga 
des Galanthamins , Oder pharmazeutisch annehmbaren Saure- 
5 additionssalzen hiervon, zum Herstellen eines Arznei- 

mittels fiir die Behandlung des Zustandes nach Schlag- 
anf all . 



2 . Verwendung von Galanthamin, von Derivaten oder Analoga 
10 des Galanthamins , oder pharmazeutisch annehmbaren Saure- 

additionssalzen hiervon, zum Herstellen eines Arznei- 
mittels fiir die Behandlung des geschlossenen Schadel- 
Hirn-Traumas . 



15 3 . Verwendung von Galanthamin, von Derivaten oder Analoga 
des Galanthamins , oder pharmazeutisch annehmbaren Saure- 
additionssalzen hiervon, zum Herstellen eines Arznei- 
mittels fur die Behandlung des perinatalen Hirnschadens . 



20 4 . Verwendung von Galanthamin, von Derivaten oder Analoga 

des Galanthamins, oder pharmazeutisch annehmbaren Saure- 
additionssalzen hiervon, zum Herstellen eines Arznei- 
mittels fiir die Behandlung von Himschaden nach Mangel - 
versorgiing des Gehirns mit Sauerstoff nach Ersticken, 

25 Ertrinken oder Herzversagen. 

5 . Verwendung nach einem der Ansprxiche 1 bis 4 , dadurch 
gekeiinzeichnet , dalS die Verbindung ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus: 

30 

a) Verbindung der allgemeinen Formel I, in welcher bedeutet 
Ri Wasserstoff 
Rj. Wasserstoff 
R3 Methyl 
35 R4 Wasserstoff 
Rg Hydroxy 
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Rg Methyl 
Z Stickstoff 
G3 Methyl en 
{SPH-1068) , 

5 

b) Verbindung der allgemeinen Formel I, in welcher bedeutet: 
Ri Wasserstof f 

R2 Wasserstof f 

R3 Wasserstof f 
10 R4 Hydroxy 

R5 Wasserstof f 

Rg Wasserstof f 

Z Stickstoff 

G3 Methyl en 
15 (SPH-1088) , 

c) Verbindung der allgemeinen Formel I, in welcher bedeutet: 
Ri Wasserstof f 

R2 Wasserstof f 
20 R3 Methyl 

R4 Wasserstof f 

Rg Wasserstof f 

Rg Methyl 

Z Stickstoff 
25 G3 Methylen 

(als Hydrobromid) (SPH-1092) , 

d) Verbindung der allgemeinen Formel I, in welcher bedeutet: 
Ri Wasserstof f 

3 0 R2 Wasserstof f 
R3 Methyl 
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R4 Hydroxy 
R5 Wasserstof f 
R6-CH2-CH2OH 
Z Stickstoff 
5 G3 Methylen 
(SPH-1096) , 

e) Verbindung der allgemeinen Formel I, in welcher bedeutet 
Ri Wasserstof f 

10 R2 Wasserstof f 

R3 Wasserstof f 

R4 Hydroxy 

R5 Wasserstof f 

R6-CH2-CN 
15 Z Stickstoff 

G3 Methylen 
(SPH-1099) , 

f) Verbindung der allgemeinen Formel I, in welcher bedeutet 
20 Ri Wasserstof f 

R2 Wasserstof f 
R3 Methyl 
R4 Hydroxy 
R5 Wasserstof f 
25 Rg-Na- Piper idinopropyl 
Z Stickstoff 
G3 Methylen 

(als Hydrochlorid) (SPH-1107) , 

30 g)Verbindung der allgemeinen Formel I, in welcher bedeutet 
Ri Wasserstof f 
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R2 Wasserstof f 
R3 Methyl 
R4 Hydroxy 
Rs Wasserstof f 
5 R6-CO-NH-C(CH3)3 
Z Stickstoff 
G3 Methylen 

Hydrochlorid (SPH-1221) , 

10 h) Verbindiong der allgemeinen Formel I, in welcher bedeutet : 
Ri Brom 

R2 Wasserstof f 
R3 Methyl 
R4 Hydroxy 
15 R5 Wasserstof f 
Rg Wasserstof f 
Z Stickstoff 
G3 Methylen 
(SPH-1241) und 

20 

i)Verbindung der allgemeinen Formel I, in welcher bedeutet: 

Ri Wasserstof f 

R2 Wasserstof f 

R3 Methyl 
25 R4 Hydroxy 

R5 Wasserstof f 

Rg 3-Piperidinopropyl 

Z Stickstoff 

G3 Methylen 
30 . (SPH-1286) 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeiohen 
PCT/AT 98/00291 



Feld I Bemerkungen zu den AnsprQchen, die sich als nicht reeherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden GrOnden fQr bestimmte AnsprQche kein Recherchenbericht eretellt: 
1 . AnsprQche Nr. 

well 3ie sich auf GegenstSnde beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, n^iich 



2. AnsprQche Nr. 

weH sie sioh auf Telle der tntemationalen Anmeldung beztehan, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sainvotle intemationale Recherche nicht durohgefiQhrt werden kann, nSmlich 



3. AnsprQche Nr. 

weil es sich datsei um abhangige AnsprQche handeit, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt stnd. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder EinheitllchkBit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die intemationale Reoherchenbehdrde hat festgestellt, daB diese intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthSR: 

siehe Zusatzblatt 



1 . I y I Da der Anmekler alle erforderlichen zusStzlichen Rechershengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckl sich cfieser 
intemationale Recherchenk)erioht auf atle reoherchierbaren AnsprQche. 

2 I I Da fQr alle recherchierbaren AnsprQche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefQhrt werden konnte, der eine 
* L_l zusatzliche RecherchengebQhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen GetjQhr aufgefordert. 



3. I I Da der Anmelder nur etnige der erforderlichen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

' 1 intemationale Recherchenbericht nur auf die AnsprQche, fQr die GebQhren entrichtet worden sind, namlich auf die 

AnsprQche Nr. 



4. Der Anmelder hat die erforderiichen zus&tzlichen RecherchengebQhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationale Recher- 

chent^richt beschrankt sich daher auf die in den AnsprQchen zuerst envfihnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprQchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs [ [ Die zusatzlichen GebQhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

[ X| Die Zahiung zusatzticher RecherchengebQhren erfolgte ohne Widerspruch. 



(ntemakionalea Aktenzeichen PCT/AT 98/00291 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgeste11t» daB diese 
Internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 

namlich: 

1. Anspriiche: 1,4 »5 

Verwendung von Galanthamin oder deren Derivate zur 
Herstellung eines Medikaments fur die Behandlung des 
Zustandes nach Sch1aganfa11 oder von Hirnschaden nach 
Mangel versorgung des Gehirns mit Sauerstoff nach Ersticken, 
Ertrinken oder Herzversagen 



2. Anspruche: 2,5 

Verwendung von Galanthamin oder deren Derivate zur 
Herstellung eines Medikaments fUr die Behandlung des 
geschl ossenen Schadel -Hi rn-Traumas 



3. Anspriiche: 3,5 

Verwendung von Galanthamin oder deren Derivate zur 
Herstellung eines Medikaments fur die Behandlung des 
peri natal en Hirnschadens 
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